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  are	  produced	  by	  elongation	  without	  pausing	  Docking	  decreases	  in	  response	  to	  feeding	  but	  is	  not	  specific	  to	  starvation	  Figure	  S1	  –	  related	  to	  Fig	  1.	  scRNA-­‐seq	  control	  experiments	  in	  Drosophila	  S2	  cells	  and	  C.	  
elegans	  larvae.	  Figure	  S2	  –	  related	  to	  Fig	  1.	  RT-­qPCR	  validation	  of	  promoter-­‐proximal	  short	  RNAs.	  Figure	  S3	  –	  related	  to	  Fig	  1.	  Individual	  examples	  of	  paused	  genes.	  Figure	  S4	  –	  related	  to	  Fig	  3.	  Individual	  examples	  of	  docked	  genes.	  Figure	  S5	  –	  related	  to	  Fig	  3.	  Genes	  with	  little	  elongation	  tend	  to	  have	  Pol	  II	  accumulation	  upstream	  of	  their	  TSSs,	  and	  genes	  with	  more	  elongation	  tend	  to	  have	  Pol	  II	  accumulation	  downstream	  of	  their	  TSSs.	  Figure	  S6	  –	  related	  to	  Fig	  6.	  Docked	  Pol	  II	  is	  observed	  at	  a	  common	  set	  of	  genes	  in	  different	  datasets	  during	  L1	  arrest	  as	  well	  as	  other	  developmental	  stages.	  Table	  S1.	  Total	  uniquely	  mapped	  reads	  per	  library	  and	  accession	  numbers.	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  separate	  CSV	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  S5	  –	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  to	  Fig	  7.	  Novel	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scRNA-­seq	  control	  experiments	  We	  performed	  several	  control	  experiments	  to	  verify	  the	  sensitivity	  and	  specificity	  of	  our	  scRNA-­‐seq	  procedure.	  We	  sequenced	  control	  libraries	  made	  with	  only	  one	  or	  two	  of	  the	  three	  enzymes	  used	  prior	  to	  ligation,	  and	  we	  did	  this	  with	  size-­‐selected	  RNA	  from	  
Drosophila	  S2	  cells	  as	  well	  as	  C.	  elegans	  L1	  larvae.	  Very	  few	  scRNAs	  are	  detected	  when	  none	  or	  only	  one	  of	  the	  three	  enzymes	  are	  used	  (Fig	  S1).	  Detection	  is	  much	  improved	  by	  use	  of	  Terminator	  Exonuclease	  and	  Tobacco	  Acid	  Pyrophosphatase	  (TAP)	  in	  series,	  and	  detection	  is	  best	  when	  RNA	  5’	  Polyphosphatase	  (PP)	  is	  used	  as	  well.	  We	  detected	  fewer	  scRNAs	  in	  S2	  cells	  than	  Nechaev	  et	  al.	  (Nechaev	  et	  al.,	  2010),	  but	  we	  used	  only	  Terminator	  and	  TAP	  in	  this	  experiment	  (Fig	  S1A,C).	  Inclusion	  of	  PP	  appears	  to	  make	  up	  for	  this	  difference	  in	  sensitivity	  (Fig	  S1B,D),	  and	  all	  three	  enzymes	  were	  used	  for	  the	  remainder	  of	  reported	  results.	  Furthermore,	  the	  scRNA	  expression	  profile	  is	  very	  similar	  between	  our	  S2	  data	  and	  published	  results	  (Fig	  S1C).	  These	  results	  confirm	  that	  nascent	  transcription	  products	  have	  5’	  caps	  in	  C.	  elegans	  (Gu	  et	  al.,	  2012)	  and	  suggest	  that	  our	  assay	  detects	  nascent	  gene	  products	  with	  similar	  sensitivity	  as	  previous	  studies.	  To	  further	  validate	  our	  scRNA-­‐seq	  assay,	  we	  used	  RT-­‐qPCR	  to	  assay	  short	  RNA	  from	  
C.	  elegans	  genes	  with	  and	  without	  detectable	  scRNA	  near	  their	  annotated	  TSSs.	  This	  PCR	  approach	  is	  not	  affected	  by	  the	  chemistry	  of	  the	  5’	  and	  3’	  ends	  of	  the	  RNA.	  Primers	  targeting	  RNA	  proximal	  to	  the	  annotated	  TSS	  of	  genes	  with	  high	  amounts	  of	  scRNA-­‐seq	  reads	  detect	  many	  more	  RNA	  copies	  in	  size-­‐selected	  RNA	  than	  primers	  targeting	  exonic	  sequence	  downstream	  of	  the	  TSS	  (Fig	  S2).	  These	  data	  suggest	  that	  the	  scRNAs	  we	  detect	  by	  sequencing	  are	  not	  merely	  mRNA	  degradation	  products.	  Together,	  these	  control	  experiments	  show	  that	  we	  are	  able	  to	  specifically	  detect	  nascent	  elongation	  products	  as	  scRNAs	  in	  C.	  elegans.	  	  
scRNAs	  are	  produced	  by	  elongation	  without	  pausing	  Detection	  of	  scRNA	  together	  with	  Pol	  II	  accumulation	  provides	  strong	  evidence	  of	  pausing	  (Nechaev	  et	  al.,	  2010),	  but	  we	  wondered	  if	  a	  significant	  proportion	  of	  reads	  from	  our	  scRNA	  libraries	  could	  be	  the	  result	  of	  elongation	  without	  pausing.	  Surely	  some	  scRNAs	  are	  present	  due	  to	  continuous	  transcription	  through	  the	  promoter-­‐proximal	  region,	  but	  it	  was	  unclear	  if	  they	  comprise	  a	  substantial	  fraction	  of	  scRNAs.	  We	  took	  advantage	  of	  trans-­‐splicing	  to	  quantify	  the	  ratio	  of	  scRNA	  reads	  resulting	  from	  elongation	  with	  and	  without	  pausing.	  Pol	  II	  does	  not	  accumulate	  near	  trans-­‐splice	  sites	  based	  on	  ChIP-­‐seq	  or	  GRO-­‐seq	  (Fig	  3B),	  suggesting	  that	  it	  does	  not	  pause	  for	  splicing.	  We	  assume	  that	  scRNAs	  present	  at	  the	  trans-­‐splice	  site	  are	  produced	  exclusively	  by	  read-­‐through	  of	  elongating	  Pol	  II	  (since	  there	  is	  no	  pausing)	  and	  that	  scRNAs	  at	  TSSs	  are	  produced	  by	  a	  combination	  of	  read-­‐through	  and	  pausing.	  The	  average	  ratio	  of	  scRNAs	  at	  TSSs	  vs.	  trans-­‐splice	  sites	  is	  4.3,	  suggesting	  that	  on	  average	  about	  75%	  of	  the	  scRNAs	  present	  at	  TSSs	  are	  due	  to	  pausing.	  To	  perform	  this	  calculation,	  we	  counted	  the	  number	  of	  reads	  that	  map	  around	  136	  pairs	  of	  true	  TSSs	  and	  empirically	  defined	  trans-­‐splice	  sites.	  We	  stripped	  the	  first	  22	  nt	  from	  each	  read	  prior	  to	  mapping	  (not	  just	  those	  with	  the	  SL1	  leader	  sequence)	  to	  ensure	  uniform	  mapping	  efficiency	  (see	  Supplemental	  Experimental	  Procedures).	  These	  results	  indicate	  
that	  the	  scRNAs	  sequenced	  in	  our	  libraries	  are	  derived	  primarily	  but	  not	  entirely	  from	  paused	  elongation	  complexes.	  	  
Docking	  decreases	  in	  response	  to	  feeding	  but	  is	  not	  specific	  to	  starvation	  
	  We	  analyzed	  four	  additional	  Pol	  II	  ChIP-­‐seq	  datasets	  to	  determine	  if	  docking	  is	  restricted	  to	  L1	  arrest.	  Zhong	  and	  co-­‐workers	  published	  the	  data	  for	  the	  bulk	  of	  the	  analyses	  of	  L1	  arrest	  that	  we	  report	  (Zhong	  et	  al.,	  2010).	  We	  also	  analyzed	  published	  Pol	  II	  ChIP-­‐seq	  data	  from	  Baugh	  and	  co-­‐workers	  prepared	  from	  L1	  arrest	  and	  one	  hour	  after	  feeding	  (Baugh	  et	  al.,	  2009).	  We	  also	  analyzed	  Pol	  II	  ChIP-­‐seq	  data	  prepared	  from	  mixed-­‐stage	  embryos	  by	  Zhong	  and	  co-­‐workers	  (Zhong	  et	  al.,	  2010).	  Finally,	  we	  examined	  all	  available	  Pol	  II	  ChIP-­‐seq	  data	  available	  from	  the	  modENCODE	  project	  (Gerstein	  et	  al.,	  2010).	  Only	  L3	  stage	  data	  had	  sufficient	  background-­‐corrected	  coverage	  to	  reliably	  compare	  to	  the	  L1	  arrest	  data.	  The	  Baugh	  data	  used	  the	  same	  antibody	  as	  the	  Zhong	  L1	  arrest	  data	  (8WG16),	  whereas	  the	  mixed-­‐stage	  embryo	  and	  L3	  data	  were	  prepared	  using	  an	  anti-­‐GFP	  antibody	  with	  a	  transgenic	  strain	  expressing	  AMA-­‐1::GFP.	  We	  classified	  genes	  in	  these	  data	  as	  ‘docked,’	  ‘active’	  or	  ‘no	  signal’	  using	  a	  self-­‐organizing	  map	  trained	  on	  the	  Zhong	  L1	  arrest	  data	  (see	  Supplemental	  Experimental	  Procedures).	  	  We	  also	  sub-­‐sampled	  the	  Zhong	  L1	  arrest	  data	  to	  the	  same	  library	  sizes	  as	  the	  mixed	  embryo,	  L3,	  and	  Baugh	  data.	  After	  sub-­‐sampling,	  we	  re-­‐classified	  the	  genes	  in	  the	  sub-­‐sampled	  data	  using	  the	  self-­‐organizing	  map.	  This	  approach	  allows	  us	  to	  quantify	  the	  frequency	  of	  docking	  in	  other	  data	  while	  controlling	  for	  library	  size.	  The	  Baugh	  and	  Zhong	  L1	  arrest	  data	  reveal	  similar	  sets	  of	  docked	  genes.	  16%	  of	  the	  5,063	  genes	  surveyed	  are	  docked	  in	  the	  Baugh	  L1	  arrest	  data	  compared	  to	  15%	  in	  the	  Zhong	  data.	  However,	  when	  the	  Zhong	  data	  is	  sub-­‐sampled	  to	  the	  same	  size	  as	  the	  Baugh	  data,	  80%	  of	  docked	  genes	  remain	  classified	  as	  docked.	  This	  suggests	  that	  the	  true	  number	  of	  docked	  genes	  in	  the	  Baugh	  data	  may	  be	  closer	  to	  20%	  and	  that	  docking	  is	  more	  prevalent	  in	  the	  Baugh	  data.	  Of	  the	  docked	  genes	  in	  the	  Baugh	  data,	  54%	  are	  also	  docked	  in	  the	  Zhong	  L1	  arrest	  data	  (Fig	  S6A).	  This	  overlap	  between	  docked	  genes	  in	  the	  Zhong	  and	  Baugh	  datasets	  is	  highly	  significant	  (Fishers’	  exact	  test	  p	  <	  2.2e-­‐16).	  Likewise,	  genes	  that	  are	  docked	  in	  the	  Zhong	  data	  also	  appear	  docked	  in	  a	  meta-­‐gene	  analysis	  of	  the	  Baugh	  data	  (Fig	  6D).	  These	  results	  show	  that	  the	  Baugh	  and	  Zhong	  datasets	  are	  comparable,	  despite	  the	  better	  coverage	  in	  the	  Zhong	  data.	  Docked	  genes	  are	  less	  common	  during	  immediate	  recovery	  from	  L1	  arrest.	  About	  eight-­‐times	  fewer	  genes	  (1.9%)	  are	  classified	  as	  docked	  after	  1	  hour	  of	  recovery	  than	  during	  L1	  arrest	  based	  on	  the	  Baugh	  data	  (Fig	  S6A).	  Correcting	  for	  the	  decreased	  power	  to	  detect	  docked	  genes	  at	  this	  level	  of	  coverage	  suggests	  that	  2.8%	  of	  genes	  are	  docked	  after	  one	  hour	  of	  feeding.	  Furthermore,	  Pol	  II	  ChIP-­‐seq	  coverage	  in	  the	  docked	  cluster	  (based	  on	  Zhong	  data)	  decreases	  dramatically	  in	  the	  Baugh	  data	  after	  one	  hour	  of	  feeding	  (Fig	  6D).	  To	  further	  examine	  the	  effects	  of	  feeding	  on	  Pol	  II	  docking,	  we	  examined	  the	  Pol	  II	  ChIP-­‐seq	  coverage	  200	  bp	  upstream	  of	  docked	  genes	  during	  starvation	  and	  after	  one	  hour	  of	  recovery.	  We	  restricted	  our	  analysis	  to	  genes	  in	  the	  docked	  cluster	  that	  have	  detectable	  Pol	  II	  ChIP-­‐seq	  coverage	  in	  both	  the	  fed	  and	  starved	  datasets.	  Of	  these	  57	  genes,	  51	  (89%)	  had	  more	  coverage	  (reads	  per	  million)	  upstream	  of	  their	  TSS	  during	  starvation	  than	  after	  1	  hour	  of	  feeding.	  This	  difference	  is	  highly	  significant	  (Paired	  Wilcox	  test,	  p	  =	  9.2e-­‐9).	  In	  contrast,	  17	  out	  of	  25	  (68%)	  genes	  in	  the	  docked	  cluster	  with	  detectable	  coverage	  in	  the	  
body	  of	  the	  gene	  in	  both	  conditions	  increased	  such	  coverage	  after	  one	  hour	  of	  recovery.	  This	  difference	  is	  also	  significant	  (Paired	  Wilcox	  test,	  p	  =	  0.024).	  These	  results	  show	  that	  docking	  is	  influenced	  by	  nutrient	  availability,	  such	  that	  docking	  is	  much	  less	  common	  during	  early	  L1	  development	  than	  L1	  arrest.	  Docking	  is	  present	  in	  embryos	  and	  fed	  L3	  larvae.	  Clustering	  genes	  based	  on	  Pol	  II	  ChIP-­‐seq	  coverage	  in	  these	  data	  reveals	  that	  11%	  and	  6%	  of	  genes	  are	  docked	  in	  the	  mixed-­‐stage	  embryo	  and	  L3	  data,	  respectively	  (Fig	  S6C).	  However,	  only	  about	  80%	  of	  docked	  genes	  are	  still	  considered	  docked	  in	  the	  sub-­‐sampled	  Zhong	  data.	  This	  suggests	  that	  the	  true	  number	  of	  docked	  genes	  in	  these	  conditions	  is	  closer	  to	  14%	  and	  8%,	  respectively.	  Of	  the	  genes	  identified	  as	  docked	  in	  mixed-­‐stage	  embryos	  and	  L3	  larvae,	  45%	  and	  54%	  of	  these	  genes	  are	  also	  docked	  in	  the	  L1	  arrest	  data,	  revealing	  significant	  overlap	  (Fig	  S6D;	  Fisher's	  exact	  test	  p	  <	  2e-­‐16	  for	  all	  pair-­‐wise	  comparisions).	  This	  overlap	  is	  similar	  to	  the	  one	  found	  between	  the	  Baugh	  L1	  arrest	  data	  and	  the	  Zhong	  L1	  arrest	  data.	  This	  suggests	  a	  high	  degree	  of	  overlap	  in	  the	  genes	  docked	  in	  each	  condition,	  but	  we	  lack	  the	  power	  to	  detect	  more	  of	  them	  in	  conditions	  other	  than	  L1	  arrest.	  These	  data	  provide	  independent	  verification	  of	  docking	  using	  a	  different	  antibody	  and	  in	  particular	  one	  that	  does	  not	  target	  the	  C-­‐terminal	  domain	  of	  the	  large	  subunit	  of	  Pol	  II	  (anti-­‐GFP).	  Furthermore,	  they	  suggest	  many	  genes	  that	  are	  docked	  during	  starvation	  are	  also	  docked	  during	  development,	  though	  not	  during	  early	  L1	  development.	  We	  propose	  that	  docking	  is	  associated	  with	  periods	  of	  no	  growth	  (eg,	  embryogenesis	  and	  L1	  arrest)	  or	  relatively	  reduced	  growth	  (eg,	  the	  latter	  portion	  of	  each	  larval	  stage)	  but	  not	  growth-­‐intensive	  periods	  (eg,	  the	  beginning	  of	  each	  larval	  stage).	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Figure	  S1	  –	  related	  to	  Fig	  1.	  scRNA-­‐seq	  control	  experiments	  in	  Drosophila	  S2	  cells	  and	  C.	  
elegans	  larvae.	  A)	  Median	  coverage	  around	  11,315	  TSSs	  of	  protein	  coding	  genes	  in	  
Drosophila	  is	  plotted	  for	  libraries	  made	  four	  different	  ways	  as	  well	  as	  published	  results	  (Nechaev	  et	  al.,	  2010).	  B)	  Median	  coverage	  around	  5,192	  true	  TSSs	  of	  protein	  coding	  genes	  in	  C.	  elegans	  is	  plotted	  for	  libraries	  made	  five	  different	  ways.	  C)	  Per	  locus	  heat	  maps	  around	  
Drosophila	  TSSs	  for	  libraries	  prepared	  using	  no	  enzymes	  prior	  to	  ligation,	  Terminator	  only,	  TAP	  only,	  Terminator	  and	  TAP,	  and	  from	  Nechaev	  and	  co-­‐workers	  is	  plotted	  (Nechaev	  et	  al.,	  2010).	  Panels	  are	  sorted	  by	  total	  signal	  in	  the	  Terminator	  and	  TAP	  panel.	  Each	  panel	  is	  assigned	  a	  color	  map	  independently.	  D)	  Per	  locus	  heat	  maps	  around	  C.	  elegans	  true	  TSSs	  for	  libraries	  prepared	  using	  no	  enzymes	  prior	  to	  ligation,	  Terminator	  only,	  TAP	  only,	  
Terminator	  and	  TAP	  only,	  and	  PP,	  Terminator	  and	  TAP	  are	  plotted.	  Panels	  are	  sorted	  by	  total	  signal	  in	  the	  PP,	  Terminator	  and	  TAP	  panel.	  Each	  panel	  is	  assigned	  a	  color	  map	  independently.	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Fig	  S2	  –	  related	  to	  Fig	  1.	  RT-­qPCR	  validation	  of	  promoter-­‐proximal	  short	  RNAs.	  A	  and	  B)	  Coverage	  of	  Pol	  II	  ChIP-­‐seq,	  GRO-­‐seq,	  and	  scRNA-­‐seq	  around	  genes	  with	  Pol	  II	  accumulation	  in	  the	  promoter-­‐proximal	  region	  are	  plotted.	  C)	  Coverage	  for	  a	  gene	  with	  no	  Pol	  II	  accumulation	  in	  the	  promoter-­‐proximal	  region	  is	  plotted.	  The	  locations	  of	  primers	  to	  determine	  the	  amount	  of	  either	  promoter-­‐proximal	  RNA	  or	  downstream	  exonic	  RNA	  are	  indicated	  by	  purple	  and	  orange	  rectangles,	  respectively.	  All	  genes	  are	  plotted	  with	  their	  5’	  end	  to	  the	  left	  regardless	  of	  strand.	  Coverage	  that	  is	  antisense	  relative	  to	  the	  gene	  being	  plotted	  is	  represented	  as	  negative	  coverage.	  Coverage	  is	  expressed	  as	  reads	  per	  million	  in	  the	  library.	  D)	  Copy	  number	  of	  promoter-­‐proximal	  and	  downstream	  RNA	  present	  in	  size-­‐selected	  as	  well	  as	  total	  RNA	  for	  these	  three	  genes	  is	  plotted	  on	  log10	  scale.	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Fig	  S3	  –	  related	  to	  Fig	  1.	  Individual	  examples	  of	  paused	  genes.	  Pol	  II	  ChIP-­‐seq	  (black),	  GRO-­‐seq	  (green)	  and	  3’	  ends	  of	  scRNAs	  (maroon)	  are	  plotted	  for	  genes	  with	  20	  reads	  of	  scRNA-­‐seq	  and/or	  a	  GRO-­‐seq	  pausing	  index	  of	  greater	  than	  2.	  All	  genes	  are	  plotted	  with	  their	  5’	  ends	  to	  the	  left,	  regardless	  of	  strand.	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Fig	  S4	  –	  related	  to	  Fig	  3.	  Individual	  examples	  of	  docked	  genes.	  Pol	  II	  ChIP-­‐seq	  (black),	  GRO-­‐seq	  (green)	  and	  3’	  ends	  of	  scRNAs	  (maroon)	  at	  individual	  genes	  with	  Pol	  II	  in	  the	  ‘docked’	  cluster	  are	  plotted.	  All	  genes	  are	  plotted	  with	  the	  5’	  end	  to	  the	  left,	  regardless	  of	  strand.	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Fig	  S5	  –	  related	  to	  Fig	  3.	  Genes	  with	  little	  elongation	  tend	  to	  have	  Pol	  II	  accumulation	  upstream	  of	  their	  TSSs,	  and	  genes	  with	  more	  elongation	  tend	  to	  have	  Pol	  II	  accumulation	  downstream	  of	  their	  TSSs.	  A)	  Pol	  II	  ChIP-­‐seq	  consensus	  plots	  around	  true	  TSSs	  are	  plotted	  for	  genes	  split	  by	  deciles	  of	  GRO-­‐seq	  reads	  mapping	  100	  bp	  downstream	  of	  the	  TSS.	  Dotted,	  dashed,	  and	  solid	  black	  lines	  show	  the	  90%,	  80%,	  and	  60%	  confidence	  intervals	  of	  the	  mean,	  respectively.	  B)	  Median	  coverage	  of	  GRO-­‐seq,	  scRNA-­‐seq,	  and	  Pol	  II	  ChIP-­‐seq	  reads	  are	  plotted	  around	  true	  TSSs.	  Genes	  are	  divided	  by	  deciles	  of	  Pol	  II	  ChIP-­‐seq	  reads	  in	  the	  body	  of	  the	  gene.	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Fig	  S6	  –	  related	  to	  Fig	  6.	  Docked	  Pol	  II	  is	  observed	  at	  a	  common	  set	  of	  genes	  in	  different	  datasets	  during	  L1	  arrest	  as	  well	  as	  other	  developmental	  stages.	  A)	  Similar	  genes	  are	  docked	  in	  the	  Baugh	  and	  Zhong	  Pol	  II	  ChIP-­‐seq	  data	  during	  L1	  arrest.	  A	  Venn	  diagram	  of	  docked	  genes	  in	  L1	  arrest	  for	  both	  the	  Zhong	  and	  Baugh	  data	  as	  well	  as	  docked	  genes	  after	  one	  hour	  of	  feeding	  (Baugh)	  is	  plotted.	  B)	  Genes	  that	  remain	  docked	  after	  one	  hour	  of	  recovery	  from	  starvation	  are	  up-­‐regulated	  more	  by	  feeding	  than	  those	  that	  are	  no	  longer	  docked.	  Gene	  expression	  during	  L1	  development	  as	  well	  as	  L1	  arrest	  and	  3	  hr	  recovery	  is	  plotted	  for	  the	  docked	  cluster	  genes	  that	  are	  no	  longer	  docked	  after	  one	  hour	  of	  feeding	  (orange),	  docked	  cluster	  genes	  that	  are	  still	  docked	  after	  one	  hour	  of	  feeding	  (red),	  active	  cluster	  genes	  (blue)	  and	  for	  all	  genes	  (black).	  Vertical	  bars	  on	  the	  ‘all	  genes’	  line	  show	  the	  95%	  confidence	  interval	  of	  the	  mean	  constructed	  by	  subsampling	  10%	  of	  the	  data	  1000	  
times.	  C)	  Docking	  is	  observed	  in	  mixed-­‐stage	  embryos	  and	  fed	  L3	  larvae.	  Mean	  coverage	  of	  Baugh	  Pol	  II	  ChIP-­‐seq	  around	  5,063	  C.	  elegans	  true	  TSSs	  is	  plotted.	  Genes	  are	  grouped	  by	  whether	  each	  is	  docked,	  active	  or	  has	  no	  signal	  in	  each	  stage	  based	  on	  independent	  clustering.	  The	  number	  of	  genes	  in	  each	  cluster	  is	  printed	  on	  each	  panel.	  D)	  An	  overlapping	  set	  of	  genes	  is	  docked	  in	  mixed-­‐stage	  embryos,	  fed	  L3	  larvae	  and	  L1	  arrest.	  A	  Venn	  diagram	  of	  the	  genes	  that	  are	  docked	  in	  the	  Zhong	  L1	  arrest	  data,	  mixed	  embryos,	  and	  fed	  L3	  larvae.	  	  
	  
	  
Library	  Type	   Library	  Description	   Accession	  
number	  
Library	  size	  
5'	  scRNA-­‐seq	   worm,	  TAP	  only	   GSM986558	   5,114,383	  
5'	  scRNA-­‐seq	   worm,	  Terminator	  only	   GSM986559	   4,970,890	  
5'	  scRNA-­‐seq	   worm,	  Term.	  &	  TAP	   GSM986560	   2,026,135	  
5'	  scRNA-­‐seq	   worm,	  No	  enzymes	   GSM986561	   9,025,239	  
	   	   	   	  
5'	  scRNA-­‐seq	   worm,	  Wild	  type	  replicate	  A	   GSM986550	   17,046,527	  
5'	  scRNA-­‐seq	   worm,	  Wild	  type	  replicate	  B	   GSM986551	   20,787,165	  
	   	   	   	  
3'	  scRNA-­‐seq	   worm,	  Wild	  type	  replicate	  A	   GSM986552	   4,114,909	  
3'	  scRNA-­‐seq	   worm,	  Wild	  type	  replicate	  B	   GSM986553	   7,251,003	  
3'	  scRNA-­‐seq	   worm,	  TFIIS	  mutant	  replicate	  A	   GSM986554	   931,054	  
3'	  scRNA-­‐seq	   worm,	  TFIIS	  mutant	  replicate	  B	   GSM986555	   1,211,540	  
	   	   	   	  
GRO-­‐seq	   worm,	  GRO-­‐seq	  A	   GSE43084	   9,188,427	  
GRO-­‐seq	   worm,	  GRO-­‐seq	  B	   GSE43084	   26,705,259	  
	   	   	   	  
Pol	  II	  ChIP-­‐seq	   worm,	  Zhong	  	  L1	  arrest	  A	   SRR017619	   2,445,286	  
Pol	  II	  ChIP-­‐seq	   worm,	  Zhong	  	  L1	  arrest	  B	   SRR017620	   6,644,312	  
Pol	  II	  ChIP-­‐seq	   worm,	  Zhong	  	  L1	  arrest	  C	   SRR017621	   6,532,459	  
Pol	  II	  ChIP-­‐seq	   worm,	  Baugh	  	  L1	  arrest	   GSM351155	   2,424,699	  
Pol	  II	  ChIP-­‐seq	   worm,	  Baugh	  	  1	  hr	  recovery	   GSM251159	   1,968,887	  
Pol	  II	  ChIP-­‐seq	   worm,	  Zhong	  	  Mixed	  embryos	  A	   GSM391296	   2,739,499	  
Pol	  II	  ChIP-­‐seq	   worm,	  Zhong	  	  Mixed	  embryos	  B	   GSM391297	   1,845,010	  
Pol	  II	  ChIP-­‐seq	   worm,	  modENCODE	  L3	  ChIP-­‐seq	  A	   GSM677640	   1,090,625	  
Pol	  II	  ChIP-­‐seq	   worm,	  modENCODE	  L3	  ChIP-­‐seq	  B	   GSM677642	   561,529	  
	   	   	   	  
	   	   	   	  
ChIP-­‐seq	  Input	   worm,	  Zhong	  	  L1	  arrest	  Input	  A	   SRR031093	   4,717,233	  
ChIP-­‐seq	  Input	   worm,	  Zhong	  	  L1	  arrest	  Input	  B	   SRR031094	   4,629,055	  
ChIP-­‐seq	  Input	   worm,	  Zhong	  	  L1	  arrest	  Input	  C	   SRR031095	   5,832,126	  
ChIP-­‐seq	  Input	   worm,	  Zhong	  	  L1	  arrest	  Input	  D	   SRR031096	   5,646,677	  
ChIP-­‐seq	  Input	   worm,	  Zhong	  	  Mixed	  Embryo	  Input	   GSM363861	   8,214,249	  
ChIP-­‐seq	  Input	   worm,	  Baugh	  	  L1	  arrest	  Input	   GSM351162	   932,524	  
ChIP-­‐seq	  Input	   worm,	  Baugh	  	  1	  hr	  recovery	  Input	   GSM351163	   1,149,025	  
ChIP-­‐seq	  Input	   worm,	  modENCODE	  L3	  ChIP-­‐seq	  Input	  A	   GSM677639	   159,841	  
ChIP-­‐seq	  Input	   worm,	  modENCODE	  L3	  ChIP-­‐seq	  Input	  B	   GSM677641	   87,314	  
	   	   	   	  
mRNA-­‐seq	   worm,	  Maxwell	  	  starved	  A	   GSM818545	   20,613,060	  
mRNA-­‐seq	   worm,	  Maxwell	  	  starved	  B	   GSM818548	   34,793,170	  
mRNA-­‐seq	   worm,	  Maxwell	  	  starved	  C	   GSM818552	   20,103,951	  
Library	  Type	   Library	  Description	   Accession	  
number	  
Library	  size	  
mRNA-­‐seq	   worm,	  Maxwell	  	  fed	  1	  hr	  A	   GSM818546	   34,285,557	  
mRNA-­‐seq	   worm,	  Maxwell	  	  fed	  1	  hr	  B	   GSM818551	   36,260,354	  
mRNA-­‐seq	   worm,	  Maxwell	  	  fed	  3	  hr	  A	   GSM818544	   27,675,038	  
mRNA-­‐seq	   worm,	  Maxwell	  	  fed	  3	  hr	  B	   GSM818549	   34,216,779	  
mRNA-­‐seq	   worm,	  Maxwell	  	  fed	  6	  hr	  A	   GSM818547	   32,102,682	  
mRNA-­‐seq	   worm,	  Maxwell	  	  fed	  6	  hr	  B	   GSM818550	   42,887,592	  
mRNA-­‐seq	   worm,	  Maxwell	  	  fed	  6	  hr	  C	   GSM818553	   32,476,642	  
	   	   	   	  
5'	  scRNA-­‐seq	   fly,	  No	  enzymes	   GSM986562	   82,200	  
5'	  scRNA-­‐seq	   fly,	  Terminator	  only	  	   GSM986563	   108,491	  
5'	  scRNA-­‐seq	   fly,	  TAP	  only	   GSM986564	   256,171	  
5'	  scRNA-­‐seq	   fly,	  Term.	  &	  TAP	   GSM986565	   545,326	  
	   	   	   	  
5'	  scRNA-­‐seq	   fly,	  Nechaev	  	  A	   SRR032458	   5,750,682	  
5'	  scRNA-­‐seq	   fly,	  Nechaev	  	  B	   SRR032457	   4,880,710	  	  
Table	  S1.	  Total	  uniquely	  mapped	  reads	  per	  library	  and	  accession	  numbers.	  Libraries	  reported	  here	  as	  well	  as	  all	  previously	  reported	  libraries	  analyzed	  here	  are	  included.	  All	  scRNA-­‐seq	  reads	  are	  single-­‐end,	  with	  a	  length	  of	  50	  bp.	  
	  
	  
Table	  S2.	  Summary	  of	  results	  available	  as	  a	  separate	  CSV	  file.	  The	  spreadsheet	  contains	  the	  list	  of	  genes	  examined;	  the	  coordinates	  of	  the	  TSS	  identified	  for	  each;	  their	  classification	  as	  "docked,"	  "active"	  or	  "no	  signal";	  mean	  5’	  scRNA	  abundance	  at	  each	  TSS;	  the	  GRO-­‐seq	  pause	  index	  for	  each	  (NA	  denotes	  that	  the	  pausing	  index	  is	  undefined	  because	  there	  is	  no	  coverage	  in	  the	  gene	  body);	  the	  GRO-­‐seq	  coverage	  in	  the	  body	  of	  the	  gene;	  whether	  or	  not	  a	  TATA	  or	  Inr	  motif	  was	  found	  near	  the	  TSS	  for	  each;	  whether	  mRNA	  abundance	  increased	  or	  decreased	  on	  average	  for	  each	  during	  recovery	  from	  L1	  arrest	  based	  on	  mRNA-­‐seq;	  the	  Q	  value	  for	  differential	  expression	  of	  the	  gene	  across	  the	  time-­‐series	  (NA	  designates	  that	  the	  gene	  was	  not	  detected	  in	  the	  mRNA-­‐seq	  analysis	  (FDR	  1%));	  and	  a	  concise	  description	  of	  the	  gene	  from	  Wormbase.	  	  	  	  
Table	  S3	  –	  related	  to	  Fig	  6.	  Gene	  Ontology	  term	  enrichments	  for	  docked,	  active	  and	  no	  signal	  clusters	  available	  as	  a	  separate	  CSV	  file.	  All	  terms	  that	  are	  significant	  with	  a	  FDR	  of	  10%	  and	  with	  at	  least	  five	  genes	  annotated	  with	  that	  term	  in	  the	  set	  of	  true	  TSSs	  are	  reported.	  No	  terms	  were	  enriched	  in	  the	  ‘no	  signal’	  cluster	  at	  this	  level	  of	  significance.	  Enrichments	  of	  parent	  terms	  are	  reported	  conditional	  on	  the	  enrichment	  of	  child	  terms.	  	  	  	  
	   	  
	  
Table	  S4	  –	  related	  to	  Fig	  7.	  Core	  promoter	  motif	  enrichments	  in	  docked,	  active	  and	  no	  signal	  clusters.	  Motifs	  significant	  in	  any	  cluster	  at	  a	  FDR	  of	  5%	  are	  reported.	  Q	  values	  are	  reported	  for	  each	  motif	  in	  each	  cluster.	  	  	  
Motif	   E-­value	   Relative	  Enrichment	  
[T/G][T/A]ATTT	   1.4e-­‐28	   docked	  vs.	  active	  cluster	  
[A/T/G][A/T]AAATT	   2.3e-­‐22	   docked	  vs.	  active	  cluster	  
T[T/A]TTT[CTA]A	   4.7e-­‐19	   docked	  vs.	  active	  cluster	  
CGC[A/G][T/C/A]TT	   9.8e-­‐20	   docked	  vs.	  active	  cluster	  
[G/T]ATTTACG	   4.3e-­‐15	   docked	  vs.	  active	  cluster	  
[C/T][G/A]ATTT	   2.2e-­‐12	   docked	  vs.	  active	  cluster	  
[T/C]GC[A/G]AA	   1.2e-­‐10	   docked	  vs.	  active	  cluster	  
[G/A]TTTTT[T/C/A]	   4.4e-­‐09	   docked	  vs.	  active	  cluster	  
TCGCG[C/T]TT	   4.5e-­‐09	   docked	  vs.	  active	  cluster	  
	   	   	  
[G/C]GGCGG[A/G/C]G	   6.8e-­‐27	   active	  vs.	  docked	  cluster	  
GA[G/T][A/T]AG	   1.1e-­‐16	   active	  vs.	  docked	  cluster	  
TATA[A/T]AAG	   1.2e-­‐14	   active	  vs.	  docked	  cluster	  
G[A/T]AGA[A/T]G	   6.2e-­‐12	   active	  vs.	  docked	  cluster	  
GGGNG	   1.1e-­‐09	   active	  vs.	  docked	  cluster	  
[T/C]ATCA[C/G]	   1.2e-­‐08	   active	  vs.	  docked	  cluster	  
G[A/G][A/T]TG	   7.0e-­‐09	   active	  vs.	  docked	  cluster	  
G[T/G]G[C/G]T	   7.2e-­‐07	   active	  vs.	  docked	  cluster	  
TG[T/A]C[T/C]	   9.3e-­‐07	   active	  vs.	  docked	  cluster	  
[T/G]GATC	   1.8e-­‐05	   active	  vs.	  docked	  cluster	  
[A/G][G/T]AGG	   2.9e-­‐05	   active	  vs.	  docked	  cluster	  	  
Table	  S5	  –	  related	  to	  Fig	  7.	  Novel	  promoter	  motifs	  enriched	  in	  either	  the	  docked	  cluster	  vs.	  the	  active	  cluster	  or	  the	  active	  cluster	  vs.	  the	  docked	  cluster.	  E	  values	  are	  reported	  for	  each	  motif.	  
Motif	   Active	  	   No	  
signal	  
Docked	  
	  
BREd	   5.0e-­‐3	   7.8e-­‐1	   9.3e-­‐1	  
BREu	   1.4e-­‐3	   9.9e-­‐1	   1.6e-­‐1	  
DPE	   3.5e-­‐2	   7.6e-­‐1	   8.1e-­‐1	  
GC-­box	   4.0e-­‐10	   9.9e-­‐1	   9.9e-­‐1	  
INR	   9.7e-­‐3	   6.5e-­‐3	   9.9e-­‐1	  
MTE	   1.4e-­‐2	   9.9e-­‐1	   3.0e-­‐3	  
TATA	   1.0e-­‐16	   9.9e-­‐1	   9.9e-­‐1	  
XPCE1	   3.0e-­‐4	   9.9e-­‐1	   6.1e-­‐1	  
DCE_S_I	   7.1e-­‐2	   1.9e-­‐3	   9.9e-­‐1	  
DCE_S_III	   2.3e-­‐3	   9.9e-­‐1	   8.3e-­‐2	  
Supplemental	  Experimental	  Procedures	  
	  
Nematode	  Culture	  Nematodes	  were	  maintained	  on	  standard	  NGM	  plates	  with	  E.	  coli	  OP50	  as	  food	  (Lewis	  and	  Fleming,	  1995),	  but	  liquid	  culture	  was	  used	  to	  prepare	  RNA-­‐seq	  samples.	  A	  starved	  5	  cm	  plate	  was	  used	  to	  inoculate	  25	  mL	  of	  liquid	  culture	  (S-­‐complete	  plus	  40	  mg/mL	  E.	  coli	  HB101)(Lewis	  and	  Fleming,	  1995).	  The	  culture	  was	  incubated	  at	  20°C	  and	  180	  rpm	  for	  65	  hr	  and	  then	  bleached	  to	  produce	  a	  clean	  preparation	  of	  embryos.	  Embryos	  were	  suspended	  in	  S-­‐complete	  at	  5	  eggs/µL	  and	  incubated	  at	  20°C	  and	  180	  rpm	  for	  24	  hr	  so	  that	  they	  hatch	  and	  enter	  L1	  arrest.	  After	  24	  hr,	  cultures	  were	  fed	  with	  40	  mg/mL	  HB101	  to	  initiate	  synchronous	  development	  and	  they	  were	  incubated	  at	  20°C	  and	  180	  rpm	  for	  57	  hr.	  In	  these	  conditions,	  the	  first	  eggs	  are	  fertilized	  at	  about	  53	  hr,	  and	  when	  bleached	  at	  57	  hr	  the	  yield	  is	  typically	  about	  10	  eggs	  per	  worm.	  After	  57	  hr	  the	  cultures	  were	  bleached,	  and	  the	  eggs	  were	  suspended	  in	  S-­‐complete	  at	  10	  eggs/µL.	  Animals	  were	  incubated	  at	  20°C	  and	  180	  rpm	  for	  24	  hr	  so	  that	  they	  hatch	  and	  enter	  L1	  arrest,	  corresponding	  to	  approximately	  12	  hr	  starvation.	  Arrested	  larvae	  were	  collected	  by	  centrifugation	  and	  washed	  3	  times	  in	  S-­‐basal	  before	  being	  flash	  frozen.	  Drosophila	  S2-­‐DRSC	  cells	  were	  cultured	  in	  150-­‐mm	  plates	  in	  Schneider's	  Insect	  Cell	  Medium	  (Invitrogen)	  supplemented	  with	  10%	  FBS	  and	  1%	  penicillin/streptomycin/glutamine	  (Invitrogen)	  at	  25°C.	  Independent	  biological	  replicates	  were	  used	  for	  each	  sequenced	  library,	  and	  they	  are	  summarized	  in	  Table	  S1.	  	  	  
RNA	  Extraction	  and	  Size	  Selection	  RNA	  was	  prepared	  using	  TRIzol	  (Invitrogen)	  according	  to	  the	  manufacturer’s	  protocol	  with	  minor	  modifications.	  10	  mL	  TRIzol	  was	  used	  per	  sample,	  and	  homogenization	  was	  supplemented	  with	  1	  mL	  of	  acid	  washed	  sand.	  Total	  RNA	  was	  size	  selected	  on	  a	  15%	  TBE-­‐urea	  polyacrylamide	  gel	  (Invitrogen).	  10	  μg	  total	  RNA	  was	  run	  per	  lane.	  28	  –	  100	  nt	  RNA	  was	  excised	  with	  a	  scalpel.	  RNA	  markers	  were	  run	  in	  flanking	  lanes	  to	  guide	  excision.	  RNA	  markers	  were	  prepared	  by	  combining	  0.1	  –	  2	  kb	  RNA	  ladder	  (Invitrogen)	  at	  40	  ng/μl	  and	  a	  synthetic	  28	  nt	  RNA	  oligonucleotide	  at	  2	  μM	  in	  1x	  Novex	  Sample	  Buffer	  (Invitrogen),	  and	  5	  μl	  was	  loaded	  per	  lane.	  Gel	  slices	  were	  shredded	  and	  RNA	  was	  eluted	  in	  300	  mM	  Sodium	  Acetate	  (pH	  5.5),	  1	  mM	  EDTA	  and	  100	  U/mL	  SUPERase-­‐In	  (Invitrogen).	  Eluate	  was	  cleared	  of	  gel	  with	  a	  Corning	  Costar	  Spin-­‐X	  column	  (0.22	  μm;	  Sigma-­‐Aldrich).	  1	  μl	  of	  GlycoBlue	  (15	  mg/mL;	  Invitrogen)	  was	  added,	  and	  RNA	  was	  precipitated	  with	  isopropanol	  at	  -­‐80°C	  and	  washed	  with	  80%	  ethanol.	  RNA	  was	  resuspended	  in	  10	  μl	  water	  per	  10	  μg	  initial	  total	  RNA.	  Qubit	  (Invitrogen)	  was	  used	  to	  determine	  RNA	  concentration	  according	  to	  the	  manufacturer’s	  protocol.	  	  	  
scRNA-­seq	  libraries	  100	  ng	  size	  selected	  RNA	  was	  used	  to	  make	  each	  library.	  Size	  selected	  RNA	  was	  treated	  sequentially	  with	  RNA	  5’	  Polyphosphatase	  (Epicentre),	  Terminator	  5’-­‐Phosphate	  Dependent	  Exonuclease	  (Epicentre)	  and	  Tobacco	  Acid	  Pyrophosphatase	  (TAP;	  Epicentre),	  except	  in	  controls	  where	  only	  one	  or	  two	  enzymes	  were	  used.	  Enzymatic	  reactions	  were	  performed	  according	  to	  the	  manufacturer’s	  protocol.	  RNA	  was	  extracted	  with	  phenol/chloroform	  and	  precipitated	  with	  1/10th	  volume	  sodium	  acetate,	  1.5	  μl	  Glycoblue	  
(15	  mg/ml;	  Invitrogen)	  and	  ethanol	  after	  each	  reaction.	  The	  remaining	  RNA	  was	  used	  to	  prepare	  sequencing	  libraries	  using	  the	  SOLID	  Total	  RNA-­‐seq	  Kit	  (Applied	  Biosystems)	  with	  a	  modified	  version	  of	  the	  Whole	  Transcriptome	  Library	  Protocol.	  The	  fragmentation	  step	  was	  omitted	  since	  RNA	  was	  size	  selected.	  Adaptor	  A	  was	  ligated	  to	  size	  selected	  RNA	  for	  sequencing	  5’	  ends	  and	  Adaptor	  B	  was	  used	  for	  sequencing	  3’	  ends.	  Reverse	  transcription	  and	  cDNA	  purification	  were	  performed	  according	  to	  the	  manufacturer’s	  protocol.	  cDNA	  was	  gel	  purified	  on	  a	  6%	  TBE-­‐urea	  polyacrylamide	  gel	  (Invitrogen)	  and	  excised	  at	  75	  –	  145	  nt.	  Gel	  slices	  were	  shredded	  and	  cDNA	  eluted	  in	  300	  mM	  NaCl,	  10	  mM	  Tris-­‐Cl	  (pH	  8.0)	  and	  1	  mM	  EDTA.	  Eluate	  was	  cleared	  of	  gel	  with	  a	  Corning	  Costar	  Spin-­‐X	  column	  (0.22	  μm).	  1	  μl	  of	  GlycoBlue	  was	  added,	  and	  cDNA	  was	  precipitated	  with	  isopropanol	  at	  -­‐80°C,	  washed	  with	  80%	  ethanol	  and	  resuspended	  in	  8	  μl	  water.	  2	  μl	  gel	  purified	  cDNA	  was	  used	  as	  template	  in	  a	  15	  cycle	  PCR	  reaction	  according	  the	  manufacturer’s	  protocol.	  PCR	  products	  were	  purified	  with	  the	  Purelink	  PCR	  Micro	  Kit	  (Invitrogen)	  and	  eluted	  in	  20	  μl	  water.	  PCR	  products	  were	  analyzed	  on	  a	  BioAnalyzer	  High	  Sensitivity	  DNA	  Chip	  (Agilent).	  PCR	  products	  were	  size	  selected	  by	  running	  them	  on	  an	  8%	  TBE	  (native)	  polyacrylamide	  gel	  and	  excising	  115-­‐200	  bp	  specifically	  avoiding	  the	  primer	  dimer	  band	  around	  100	  bp.	  Gel	  purified	  libraries	  were	  precipitated	  as	  described	  for	  cDNA	  and	  resuspended	  in	  15	  μl	  water.	  DNA	  concentration	  was	  determined	  with	  the	  Qubit	  High	  Sensitivity	  DNA	  Kit	  (Invitrogen).	  Libraries	  were	  sequenced	  on	  the	  SOLID	  5500	  platform	  (Applied	  Biosystems)	  with	  single	  end	  50	  bp	  reads	  according	  to	  the	  manufacturer’s	  protocol	  in	  the	  Duke	  IGSP	  Genome	  Sequencing	  and	  Analysis	  Core	  Resource	  facility.	  	  	  
RT-­qPCR	  Total	  RNA	  or	  size-­‐selected	  RNA	  was	  treated	  with	  DNase	  I	  and	  then	  used	  as	  template	  for	  random	  hexamer-­‐primed	  cDNA	  synthesis	  with	  SuperScript	  III	  (Invitrogen).	  A	  ratio	  of	  50	  ng	  of	  random	  hexamer	  to	  176	  ng	  of	  template	  RNA	  was	  used	  in	  20	  µL	  reactions.	  QPCR	  was	  conducted	  on	  an	  Eppendorf	  MasterCycler	  QPCR	  machine	  using	  FastStart	  Universal	  SYBR	  Green	  Master	  Mix	  (Roche).	  20	  µL	  reactions	  were	  used	  with	  cDNA	  product	  from	  20	  ng	  RNA	  as	  template.	  Two	  biological	  replicates	  were	  done.	  Replicate	  dilution	  series	  of	  N2	  genomic	  DNA	  template	  were	  used	  to	  determine	  a	  standard	  curve	  for	  each	  primer	  pair	  in	  each	  experiment.	  RNA	  copy	  number	  was	  determined	  by	  interpolation	  to	  the	  standard	  curve.	  Primers	  used	  were	  (gene/region,	  forward	  primer,	  reverse	  primer):	  eft-­2/promoter-­‐proximal,	  CTTGTCACGCCGCTATCCT,	  AAAAAGGACCGCACAGAGG;	  eft-­2/exon,	  CCGATGATATCGAAGGAGGA,	  CACGAGCCTTGAACTCATCA;	  rpl-­12/promoter-­‐proximal,	  ACTTTTGTCACCGCCGGTAT,	  TGAGTGACGTCTACCAGGGATA;	  rpl-­12/exon,	  AAGATCGACGTTGTCCCATC,	  TCCTTGAGCTCCTTGACGAT;	  tbb-­1/promoter-­‐proximal,	  TCCTTCATTTTTCAGAAACAACAT,	  TGAACGTGGACGATTTCTCTC;	  tbb-­1/exon,	  TCCTTCTCGGTTGTTCCATC,	  TCGGTGTTCTCAACAAGCTG.	  
	  
RNA-­seq	  mapping	  We	  mapped	  SOLiD	  sequencing	  reads	  to	  the	  WormBase	  210	  version	  of	  the	  genome	  (WS210)	  in	  color	  space	  using	  Bowtie	  (v.	  0.12.7)(Langmead	  et	  al.,	  2009)(see	  Table	  S1	  for	  read	  mapping	  summary).	  Reads	  that	  did	  not	  map	  to	  the	  genome	  were	  stripped	  of	  adaptor	  sequence	  and	  remapped.	  Reads	  that	  did	  not	  map	  in	  this	  step	  were	  stripped	  of	  the	  first	  (5’)	  22	  nt	  of	  sequence	  and	  remapped	  to	  determine	  if	  these	  reads	  came	  from	  the	  5’	  end	  of	  trans-­‐spliced	  mRNAs.	  Reads	  that	  mapped	  after	  stripping	  and	  began	  with	  
GGTTTAATTACCCAAGTTTGAG	  were	  counted	  as	  being	  spliced	  to	  SL1.	  To	  compare	  the	  abundance	  of	  scRNAs	  at	  TSSs	  to	  trans-­‐splice	  sites,	  we	  remapped	  5’	  scRNA-­‐seq	  libraries	  after	  stripping	  22	  nt	  from	  the	  5’-­‐most	  end	  of	  every	  read.	  
	  
ChiP-­seq	  normalization	  	  We	  used	  Pol	  II	  ChIP-­‐seq	  data	  from	  Zhong	  and	  co-­‐workers	  (Zhong	  et	  al.,	  2010),	  given	  extensive	  input	  controls	  and	  replication.	  Pol	  II	  ChIP-­‐seq	  data	  was	  corrected	  for	  background	  signal	  using	  a	  high-­‐resolution	  linear	  correction	  (Enroth	  et	  al.,	  2012).	  Therefore,	  all	  Pol	  II	  coverage	  that	  is	  reported	  is	  of	  pseudocounts	  representing	  the	  Pol	  II	  signal	  after	  background	  correction.	  ChIP-­‐seq	  signal	  was	  corrected	  for	  sense	  and	  antisense	  strand	  by	  aligning	  consensus	  Pol	  II	  peaks	  around	  contigs	  of	  scRNA	  to	  determine	  an	  average	  offset	  (55	  nt)	  between	  sense	  and	  antisense	  strand	  (reflecting	  the	  average	  fragment	  size	  in	  the	  sequencing	  library).	  This	  offset	  was	  then	  used	  to	  correct	  for	  strand	  on	  all	  subsequent	  plots.	  	  	  
scRNA	  contig	  definition	  and	  scRNA	  significance	  Contigs	  of	  scRNAs	  were	  defined	  as	  those	  with	  at	  least	  10	  contiguous	  reads	  of	  5’	  scRNA-­‐seq	  coverage	  within	  100	  bp	  of	  a	  protein	  coding	  gene’s	  annotated	  TSS.	  Annotated	  TSSs	  were	  based	  on	  the	  5’-­‐most	  base	  of	  a	  gene	  model	  from	  WS220.	  Although	  WS220	  annotations	  were	  used,	  all	  coordinates	  are	  relative	  to	  the	  WS210	  genome.	  We	  calculated	  whether	  a	  TSS	  had	  a	  statistically	  significant	  number	  of	  scRNA	  reads	  by	  counting	  the	  number	  of	  reads	  that	  fall	  100	  bp	  downstream	  of	  the	  TSS.	  We	  then	  compared	  this	  to	  the	  empirical	  distribution	  of	  scRNAs	  calculated	  over	  one	  million	  random	  100	  bp	  windows	  over	  the	  genome.	  We	  used	  Bedtools	  (Quinlan	  and	  Hall,	  2010)	  to	  prepare	  these	  random	  windows.	  We	  corrected	  the	  resulting	  p-­‐values	  using	  the	  Benjamini–Hochberg	  method.	  	  	  
trans-­splice	  site	  identification	  	  SL2	  sites	  were	  determined	  from	  previous	  mRNA-­‐seq	  data	  (Maxwell	  et	  al.,	  2012)	  by	  looking	  for	  pile-­‐ups	  of	  at	  least	  10	  SL2	  trans-­‐spliced	  reads.	  SL1	  sites	  were	  determined	  by	  finding	  10	  SL1	  containing	  reads	  per	  scRNA	  contig	  from	  the	  5’	  scRNA-­‐seq	  data	  (see	  above	  for	  mapping	  information).	  We	  excluded	  contigs	  with	  trans-­‐spliced	  reads	  that	  fell	  near	  contigs	  SL2	  reads.	  To	  compare	  the	  number	  of	  scRNAs	  produced	  at	  TSSs	  to	  their	  paired	  
trans-­‐splice	  sites,	  we	  found	  true	  TSS	  calls	  that	  belonged	  to	  genes	  with	  a	  single	  empirically	  defined	  trans-­‐splice	  site.	  We	  then	  counted	  5’	  scRNA-­‐seq	  reads	  that	  mapped	  100	  bp	  downstream	  of	  the	  TSS	  or	  the	  trans-­‐splice	  site,	  but	  we	  used	  reads	  that	  had	  all	  been	  stripped	  of	  the	  first	  22	  nt	  for	  mapping.	  These	  28	  bp	  reads	  include	  both	  trans-­‐spliced	  and	  non-­‐trans-­‐spliced	  scRNAs	  and	  were	  used	  to	  control	  for	  the	  mapping	  efficiency	  of	  the	  shorter	  length	  after	  stipping	  the	  22	  nt	  SL1	  leader	  sequence.	  	  
Calculation	  of	  distance	  between	  3’	  ends	  of	  scRNAs	  We	  used	  the	  coefficient	  of	  variation	  of	  the	  distance	  between	  the	  5'	  end	  of	  the	  contig	  (the	  presumptive	  TSS)	  and	  3’	  end	  of	  each	  scRNA	  in	  the	  contig	  as	  a	  measure	  of	  the	  dispersion	  of	  Pol	  II	  pausing	  sites.	  We	  restricted	  our	  libraries	  to	  3’	  scRNA-­‐seq	  reads	  that	  mapped	  without	  any	  adapter	  trimming	  (48	  bp	  reads).	  We	  examined	  the	  3’	  ends	  of	  scRNAs	  that	  fell	  between	  50	  bp	  upstream	  and	  100	  bp	  downstream	  of	  scRNA-­‐seq	  contigs.	  We	  only	  considered	  contigs	  that	  had	  at	  least	  10	  3’	  scRNA-­‐seq	  reads	  in	  both	  the	  TFIIS	  mutant	  and	  wild-­‐type	  libraries	  (21	  contigs).	  For	  each	  contig,	  we	  measured	  the	  distance	  from	  the	  
beginning	  of	  the	  contig	  (the	  presumptive	  TSS)	  to	  each	  3’	  end	  of	  scRNA.	  We	  then	  calculated	  the	  coefficient	  of	  variation	  (CV)	  of	  these	  distances	  for	  each	  contig.	  Since	  the	  TFIIS	  mutant	  libraries	  are	  smaller	  than	  wild	  type	  libraries,	  to	  compute	  the	  CVs	  wild	  type	  by	  subsampling	  the	  wild-­‐type	  libraries	  to	  match	  the	  TFIIS	  mutant	  library	  sizes	  1000	  times,	  then	  computed	  the	  mean	  CV	  for	  each	  contig	  across	  sub-­‐samples.	  We	  used	  a	  Wilcoxon	  signed	  rank	  test	  (a	  non-­‐parametric	  paired	  sample	  test)	  implemented	  in	  R	  to	  test	  for	  differences	  in	  dispersion	  between	  the	  TFIIS	  mutant	  and	  wild-­‐type	  sample.	  	  
Genomic	  intervals	  for	  counting	  scRNA-­seq	  and	  GRO-­seq	  reads,	  pausing	  index	  To	  segment	  or	  sort	  loci	  by	  the	  amount	  of	  elongation,	  we	  counted	  the	  number	  of	  5’	  scRNA-­‐seq	  or	  GRO-­‐seq	  reads	  than	  map	  between	  10	  bp	  upstream	  and	  200 bp	  downstream	  of	  the	  true	  (empirically	  determined)	  TSS.	  We	  counted	  Pol	  II	  ChIP-­‐seq	  reads	  in	  the	  body	  of	  the	  gene	  by	  looking	  from	  200	  to	  500	  bp	  downstream	  of	  the	  true	  TSS.	  We	  counted	  reads	  resulting	  from	  antisense	  transcription	  by	  looking	  on	  the	  opposite	  strand	  100	  bp	  upstream	  of	  the	  true	  TSS. 	  We	  defined	  the	  pausing	  index	  of	  a	  gene	  to	  be	  the	  ratio	  of	  the	  average	  coverage	  of	  GRO-­‐seq	  reads	  between	  the	  true	  TSS	  and	  200	  bp	  downstream	  of	  it	  to	  the	  average	  coverageover	  the	  rest	  of	  the	  body	  of	  the	  gene	  until	  200	  bp	  before	  the	  3’	  end	  of	  the	  gene.	  We	  only	  computedthe	  pausing	  index	  for	  genes	  greater	  than	  500	  bp	  long.	  	  
TSSs	  calls	  and	  filters	  	  The	  methods	  used	  to	  generate	  TSS	  calls	  are	  reported	  elsewhere	  (Kruesi	  et	  al.,	  2013).	  We	  merged	  TSS	  calls	  from	  embryos,	  L1	  arrest	  and	  fed	  L3	  larvae	  as	  follows:	  if	  a	  gene	  had	  a	  TSS	  call	  for	  L1	  larvae,	  we	  used	  that	  TSS;	  otherwise,	  we	  used	  the	  furthest	  upstream	  TSS	  call.	  Subsequently,	  we	  excluded	  TSSs	  that	  were	  within	  500	  bp	  of	  ncRNAs	  or	  were	  inside	  of	  operons	  (TSSs	  at	  the	  5'	  end	  of	  operons	  were	  included)	  for	  a	  total	  of	  5,192	  TSSs.	  After	  clustering,	  we	  examined	  all	  docked	  peak	  loci	  in	  the	  genome	  browser	  and	  excluded	  TSSs	  where	  the	  docked	  peak	  clearly	  corresponded	  to	  antisense/divergent	  transcription	  or	  to	  3’	  pausing	  from	  an	  upstream	  gene.	  We	  made	  these	  determinations	  by	  examining	  the	  GRO-­‐seq	  signal.	  We	  used	  this	  set	  of	  5,063	  genes	  for	  GO	  term	  enrichment,	  expression,	  and	  motif	  analysis.	  	  	  
Consensus	  (meta-­gene)	  plots	  Consensus	  (meta-­‐gene)	  plots	  were	  generated	  using	  custom	  R	  scripts	  and	  Python	  libraries,	  which	  are	  available	  on	  request.	  All	  consensus	  plots	  (including	  Figure	  2)	  were	  generated	  by	  subsampling	  10%	  of	  the	  genes	  in	  a	  group	  and	  computing	  the	  mean	  coverage	  per	  base	  pair	  of	  that	  sample.	  This	  subsampling	  was	  repeated	  1000	  times.	  The	  lines	  shown	  in	  consensus	  plots	  correspond	  to	  statistics	  computed	  using	  this	  bootstrapping	  procedure.	  For	  example,	  ‘median	  coverage’	  refers	  to	  the	  median	  per	  base	  coverage	  of	  each	  of	  these	  samples	  (the	  median	  mean	  per	  base	  coverage).	  Likewise,	  errors	  for	  consensus	  coverages	  were	  generated	  by	  finding	  intervals	  that	  contained	  a	  certain	  fraction	  (for	  example	  90%)	  of	  the	  subsampled	  means	  for	  a	  particular	  base	  pair.	  The	  genes	  F44E5.4	  and	  F44E5.5	  do	  not	  have	  5’	  scRNA	  reads	  mapping	  to	  their	  TSS	  and	  were	  therefore	  stratified	  into	  the	  bottom	  quantile	  in	  Figure	  4.	  Since	  these	  genes	  have	  robust	  Pol	  II	  coverage,	  they	  dramatically	  skewed	  the	  95%	  and	  99%	  confidence	  intervals	  of	  the	  mean.	  This	  led	  to	  a	  y-­‐axis	  that	  was	  not	  appropriate	  to	  display	  the	  major	  trend	  of	  the	  data.	  Because	  of	  this,	  we	  omitted	  these	  
genes	  from	  Figure	  4A.	  However,	  both	  genes	  do	  have	  strong	  3’	  scRNA-­‐seq	  coverage	  (Fig	  S8;	  they	  are	  also	  included	  in	  Fig	  S10),	  which	  makes	  them	  consistent	  with	  the	  data	  we	  present	  above.	  	  
Expression	  analysis	  To	  compute	  error	  bars	  for	  gene	  expression	  analysis,	  10%	  of	  the	  data	  was	  subsampled	  for	  all	  genes	  1000	  times,	  and	  the	  interval	  that	  contained	  95%	  of	  the	  subsampled	  means	  for	  each	  time	  point	  was	  plotted.	  Array	  data	  was	  processed	  as	  described	  (Baugh	  et	  al.,	  2009).	  Log2	  fold-­‐change	  for	  array	  data	  was	  computed	  by	  dividing	  the	  expression	  of	  a	  gene	  at	  a	  particular	  timepoint	  by	  the	  mean	  of	  the	  entire	  time	  series	  (fed	  and	  starved).	  mRNA-­‐seq	  data	  was	  processed	  and	  differential	  expression	  was	  determined	  as	  described	  (Maxwell	  et	  al.,	  2012).	  Briefly,	  we	  used	  DESeq	  (Anders	  and	  Huber,	  2010)	  to	  test	  for	  differential	  expression	  using	  a	  generalized	  linear	  model.	  We	  used	  the	  log2	  fold-­‐changes	  reported	  by	  DESeq	  for	  pairwise	  tests	  between	  zero	  and	  one,	  zero	  and	  three,	  and	  zero	  and	  six	  hours	  of	  recovery	  from	  L1	  arrest	  to	  determine	  whether	  a	  gene	  increased	  or	  decreased	  expression.	  We	  considered	  a	  gene	  to	  ‘increase	  expression’	  if	  the	  average	  of	  these	  log2	  fold-­‐changes	  was	  greater	  than	  zero	  and	  to	  ‘decrease	  expression’	  if	  it	  was	  less	  than	  zero.	  To	  test	  whether	  genes	  that	  remained	  docked	  after	  one	  hour	  of	  feeding	  were	  up	  regulated	  more	  by	  feeding,	  we	  calculated	  the	  log2	  fold-­‐change	  between	  starvation	  and	  one	  hour	  of	  feeding	  using	  published	  mRNA-­‐seq	  data	  (Maxwell	  et	  al.,	  2012).	  To	  test	  whether	  these	  genes	  were	  up	  regulated	  more	  on	  average	  during	  early	  L1	  development,	  we	  calculated	  the	  mean	  log2	  fold-­‐change	  between	  starvation	  and	  one,	  three	  and	  six	  hours	  of	  recovery.	  Venn	  diagrams	  were	  created	  using	  the	  ‘Vennerable’	  package	  in	  R.	  	  
Clusters	  and	  browser	  shots	  Cluster	  analysis	  was	  performed	  using	  the	  R	  package	  ‘kohonen’	  to	  implement	  a	  self-­‐organizing	  map.	  Four	  clusters	  were	  formed	  using	  mean-­‐normalized	  Pol	  II	  coverage	  200	  bp	  upstream	  and	  200	  bp	  downstream	  of	  true	  TSSs.	  Four	  clusters	  were	  used	  to	  increase	  the	  stability	  of	  the	  clusters.	  Two	  clusters	  showed	  an	  upstream	  peak,	  and	  since	  the	  GO	  enrichments	  in	  each	  cluster	  were	  similar	  (data	  not	  shown),	  the	  clusters	  were	  merged	  for	  simplicity	  in	  the	  final	  analysis.	  We	  used	  a	  self-­‐organizing	  map	  trained	  on	  the	  L1	  arrest	  Pol	  II	  ChIP-­‐seq	  data	  from	  Zhong	  and	  co-­‐workers	  to	  cluster	  genes	  in	  all	  other	  libraries.	  The	  Zhong	  data	  has	  higher	  coverage	  than	  other	  Pol	  II	  ChIP-­‐seq	  datasets.	  To	  control	  for	  this,	  we	  generated	  a	  control	  sample	  for	  each	  ChIP-­‐seq	  dataset	  by	  sub-­‐sampling	  the	  Zhong	  data	  to	  the	  same	  size	  as	  the	  dataset	  fifty	  times.	  We	  used	  the	  self-­‐organizing	  map	  to	  classify	  the	  sub-­‐sampled	  data	  at	  each	  iteration.	  We	  calculated	  total	  number	  of	  genes	  in	  each	  cluster	  for	  each	  control	  sample	  by	  taking	  the	  mean	  number	  of	  genes	  in	  each	  cluster	  across	  the	  sub-­‐samples.	  To	  determine	  what	  fraction	  of	  each	  cluster	  was	  identified	  at	  a	  particular	  level	  of	  sub-­‐sampling,	  we	  assigned	  a	  cluster	  to	  a	  gene	  by	  taking	  the	  most	  common	  cluster	  assignment	  across	  the	  fifty	  samples.	  Browser	  shots	  were	  produced	  using	  the	  Integrated	  Genome	  Viewer	  (Thorvaldsdóttir	  et	  al.,	  2012).	  	  
GO	  enrichments	  and	  visualization	  We	  computed	  GO	  enrichments	  using	  the	  Bioconductor	  package	  “Category”	  that	  implements	  a	  conditional	  enrichment	  test	  that	  takes	  into	  account	  the	  gene	  ontology	  hierarchy.	  Therefore,	  the	  enrichment	  of	  ‘parent’	  GO	  term	  is	  reported	  conditional	  on	  the	  
enrichment	  of	  all	  of	  its	  child	  terms.	  We	  report	  all	  GO	  enrichments	  that	  were	  significant	  at	  a	  10%	  false	  discovery	  rate	  in	  Table	  S3.	  We	  used	  the	  online	  service	  ‘Revigo’	  (Supek	  et	  al.,	  2011)	  to	  simplify	  and	  visualize	  the	  relationship	  between	  the	  GO	  terms	  corresponding	  to	  ‘docked'	  and	  ‘active’	  genes.	  We	  visualized	  the	  top	  seven	  most	  enriched	  terms	  from	  the	  ‘docked’	  and	  ‘active’	  gene	  sets	  using	  the	  ‘small’	  setting	  in	  Revigo.	  	  
Motif	  analysis	  	   To	  find	  occurrences	  of	  core	  promoter	  motifs,	  we	  used	  the	  software	  FIMO	  from	  the	  MEME	  suite	  to	  query	  sequences	  200	  bp	  upstream	  and	  100	  bp	  downstream	  of	  true	  TSSs	  (Grant	  et	  al.,	  2010).	  We	  counted	  motifs	  significant	  at	  a	  p-­‐value	  of	  0.001.	  We	  used	  core	  motifs	  defined	  in	  the	  JASPAR	  database	  (Bryne	  et	  al.,	  2007).	  To	  find	  motifs	  differentially	  enriched	  between	  genes	  in	  the	  docked	  cluster	  and	  the	  active	  cluster,	  we	  used	  the	  software	  package	  DREME	  from	  the	  MEME	  suite	  in	  two	  separate	  implementations	  (Baily,	  2011).	  We	  recorded	  motifs	  enriched	  at	  an	  E	  value	  of	  0.0001.	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